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15 Procede d' analyse d*un echantillon d'une molecule coinplexe 
par rapport a un lot de la meme molecule complexe de 
reference 

La presente invention concerne un proced6 d* analyse d'un 
20 echantillon d^une molecule complexe par rapport h un lot de 
la meme molecule complexe de r6f6rence, en vue notamment de 
la determination de leur degre de similitude et/ou de la 
caract6risation de leur proc6d6 de fabrication. 

25 La contrefagon de produits complexes est devenue un 
veritable flSau, en particulier dans les industries de la 
chimie fine, de la cosm6tique et de la pharmacie. La 
detection des contrefagons de produits complexes par 
analyse physico-chimique est souvent f ondee sur 1 ' analyse 

30 des traces de produits secondaires de la synthese, de 
catalyseurs ou d'impuretes- Par exemple, il a et6 constate 
par analyse chromatographique en phase liquide (Asakawa, 
Shuichi; Kato, Koichi; Inoma, SusumuHakodate Customs 
Laboratory, Hakodate-shi, 040, Japan , Kanzei Chuo 

35 Bunsekishoho (1997), 36, 37-43) que certains herbicides a 
base de glyphosate, fabriques aux Etats-Unis et importes au 
Japon, transgressaient des brevets japonais. En utilisant 
aussi une technique de chromatographic en phase gazeuse 
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coupl6e a la spectrom6trie de masse, E.Charton, M.wierer, 
J-M. Spieser, A. Van Dorsselaer, et G.Rautmann (European 
Department for the Quality of Medicines, Council of Europe, 
Strasbourg, F-67029, Pharm. Pharmacol. Commun. (1999), 
5(1), 61-66) ont pu mettre en Evidence une contrefagon d'un 
medicament, la somatropine, d6crit dans la pharmacop6e 
Europeenne, qui 6tait en fait un produit derive de la 
somatropine d'origine humairie. Des m6thodes chimiques 
convent ionnelles ont permis de prouver que des comprimes 
d'une substance narcotique, la f enethylline, avaient ete 
prepares par dStournement d"un brevet allemand (N. Al- 
Gharably et A.R. Al-Obaid, College of Pharmacy, King Saud 
University, Riyadh, 11451, Saudi Arabia ,J. Forensic Sci. 
Soc. (1994), 34(3), 165-7). De meme des contrefagons 
d • antibiotiques de la sSrie des p- lactames ont 6t6 
6tudi6es par 61ectrophorese capillaire, au "National 
Forensic Chemistry Center" de la "US Food and Drug 
Administration", 1141 Central Parkway, Cincinnati, OH, 
45202, USA et decrites dans le Journal of Chromatography., 
A (1994), 674(1-2), 153-63." 

Ces methodes compositionnelles ne sont pas toujours 
efficaces et elles peuvent reveler des f aux-positif s. De 
plus, elles ne peuvent pas gtre mises en oeuvre dans tous 
les cas en raison de 1* absence de traceurs 
caractSristiques . 

Parall^lement, des techniques d' analyse plus puissantes ont 
6t6 d§veloppSes. Tel est le cas de la technique de 
spectromStrie de masse de rapports isotopiques (SMRl). 
Ainsi, il est possible de caract6riser le f ractionnement 
isotopique naturel spScifique par Resonance MagnStique 
Nucleaire (m^thode RMN-FINS) en mesurant les teneurs 
isotopiques sur plusieurs sites molSculaires (voire tous 
les sites) d'une molecule. Toutefois, cette technique n*est 
a ce jour utilisee que pour des molecules simples pbuvant 
etre directement analysSes. 
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Un but de la presente invention est de proposer un procede 
d» analyse de molecules complexes basS sur une mSthodologie 
originale de mise en oeuvre des techniques isotopigues en 
5 abondance nature lie. 

On autre but de la presente invention est de proposer un 
proc6d6 d" analyse de molecules conqplexes permettant de 
differencier un lot de molecules complexes par rapport & un 
10 autre lot et d»6tablir h posteriori I'historique du procedS 
de fabrication d'une telle molecule complexe. 

A cet effet, 1« invention a pour objet un precede d' analyse 
d*un echantillon d»une molecule complexe par rapport a un 

15 lot de la meme molecule complexe de reference en vue 
notamment de la determination de leur degre de similitude 
et/ou de la caracterisation de leur procede de fabrication, 
caracteris^ en ce qu»on scinde la molecule complexe en au 
moins deux sous-entit6s moleculaires, en ce que, si 

20 necessaire, on scinde au moins I'un des produits de 
scission en au moins deux nouvelles sous entit6s 
moleculaires et en ce qu • on repfete cette operation de 
scission sur au moins une partie des produits de scission 
jusqu*& obtention de sous entit6s moleculaires analy sables, 

25 en ce qu'on dStearmine, en fonction des sites atomiques des 
^ produits de scission concern#s par les reactions de 

scission, le ou les isotopes a Studier, en ce qu»on 
etablit, pour au moins une partie des produits de scission, 
leur profil isotopique et en ce qu»on compare le profil 

30 isotopique des produits de scission au profil isotopique de 
mati6re(s) premiere(s) deja r6pertoriee(s) et intervenant 
dans le proc6de de synthese de la molecule complexe de 
reference et/ou au profil isotopique de produits de 
scission de la molecule complexe de reference soumise aux 

35 mSmes reactions de scission. 

Selon un mode de mise en oeuvre particulier de 1' invention, 
^ partir du ou des isotopes s61ectionn6s, on Stablit le 
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profil isotopique d'au moins une partie des produits de 
scission par spectromStrie de masse des rapports 
isotopiques (SMRI) pour la mesure de la teneur isotopique 
globale et/ou par resonance xnagnStique nuclSaire (RMN) pour 
5 la mesure de la teneur isotopique sp§ci£igue positionnelle. 

invention repose sur la constatation suivante de ses 
inventeurs. La pluparts des molecules organiques sont 
obtenues au moyen d'une sSquence r6actionnelle comportant 

10 un nombre d*etapes qui peut souvent etre important quand la 
complexite de la molecule s'accrolt. Chacune de ces Stapes 
est caracterisee par des e££ets isotopiques cinStiques 
(et/ou thermodynamiques) qui provoquent un fractionnement 
isotopique specif ique, c • est-a-dire un marquage isotopique 

15 selectif, sur les sites atomiques (H, C, O ) 

directement impliques dans la reaction ou situ6s au 
voisinage immediat des sites reactionnels . II est ainsi 
possible d'Stablir une carte de distribution isotopique 
d'une molecule complexe a partir des profils isotopiques 

20 des differentes etapes mises en jeu. L» influence des 
matieres premieres et des r6actifs intermediaires 
susceptibles d'Stre utilises est Sgalement prise en compte 
pour 1 ' Stablissement du profil isotopique de la molecule 
fondS sur les profils individuels d'un nombre plus ou moins 

25 grand de ses fragments constitutif s. 

La demarche d'authentification s'Stablit ainsi : 

Sur un 6chantilloh de produit authentique Pq constituant la 

molecule complexe de rSfSrence, on realise une reaction de 

30 coupure selective de la molecule en au moins deux sous- 
entitSs moleculaires P-ia P-ib plus ISgeres. Les effets 
isotopiques associes a cette reaction de coupure sont 
determines. Les compositions isotopiques specif iques de P« 
la et P-ib sont ainsi univoquement relives a celle de Pq. 

35 Les parametres isotopiques sp6cifiques des sites 
moleculaires des fragments sont mesures par la mSthode 
SNIF-NMR (^H, ^"^C, "^^N) • Une mesure des teneur s isotopiques 
globales par spectrometrie de masse isotopique ( SMRI ) peut 
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aussi etre realises (^^C, ^H, "o, ^^N, ^^S). La selection 
des isotopes Sl analyser est op^rSe sur la base des donnSes 
de r6f6rence et des caracteristiques spectroscopiques du 
fragment. Dans de nombreux cas la mesure SNIP- NMR de 
5 suffit ci la caracterisation. 

si les fragments _ P-i pr6sentent encore_ una _ taille_ 
moleculaire incompatible avec une gtude directe par SNIF- 
NMR, on recommence cette sequence d' analyse & partir de P- 
1« l(a ou b) vers P-2(a ou b) ainsi de suite jusqu'a obtention 
de mol6cules g6n6ralement utilisSes comme matiferes 
premieres ou intemnSdiaires de synthase dans 1 " Industrie 
organigue . 

i5 La m^me 6tude est ensuite realisee, strictement dans les 
memes conditions exp6rimentales, sur la molecule complexe a 
analyser constituee par exemple d'un produit suspecte 
d'etre une contrefa9on ou le r6sultat d'une copie illicite 
de brevet. La comparaison des resultats obtenus dans les 

20 deux etudes permet d'etablir une conclusion irrefutable sur 
la conformit6 ou la non-conformite du produit et des 
procSd^s mis en oeuvre. Ces deux Stapes a la base du 
precede suf fisent pour r6pondre h la question : conforme ou 
non conforme ?. 

25 

Abstraction faite des effets isotopiques de reaction, les 
parametres isotopiques des fragments Pi determines h partir 
de la demarche d'authentif ication ci-dessus sont 
representatif s de molecules relativement simples qui sont 

30 frequemment des intermedial res de la synthase industrielle 
du medicament ou du produit actif concerne. Ces parametres 
constituent done des indicateurs fiables des elements de 
base utilises par la firme productrice et peuvent faire 
I'objet d'une exploitation plus poussee. En cas de non 

35 conformite, ils permettent, en se referant aux donnees sur 
les molecules de taille modeste eventuellement deja 
repertoriees, de caracteriser I'origine des roatiferes 
premieres du produit contrefait. On conclut alors, non 



seulement que le produit n«est pas conforme mais qu'il a 
6t6 prepare par tel procedS repertori6 ou ^ partir de telle 
matiere premifere r6pertori6e. Le proc6d6 d' analyse decrit 
ci-dessus permet done Sventuellement d« identifier le 
5 procedS de fabrication mis en oeuvre par la fabrication 
d'une molecule complexe non authentique. 



Par ailleurs, le fabricant d6sireux d« authentif ier 
ultSrieurement son medicament ou produit actif, mSme non 

10 proteg6 par un brevet, peut introduire dans sa chalne de 
production un ou plusieurs interm6diaires de synthase, 
correspondant a un ou plusieurs fragments Pi possSdant un 
profil isotopique qui lui soit propre. Cette mSthode cr6e 
en fait un marquage du produit sans qu'il soit besoin 

15 d»ajouter un element exogene de marquage (conune ceci est le 
cas lors d'une utilisation de composes marqueurs 
particuliers, de metaux traces, ou de produits enrichis en 
isotopes lourds tels que ^^C), Une empreinte isotopique 
specif ique pourra etre conferee a 1 • intermediaire de 

20 synthase (molecule de taille modeste elle-mSme synth^tis^e 
a partir de d6riv6s du petrole ou extraite de matiferes 
v6g6tales, etc.)/ soit en sSlectionnant des matieres 
premieres initial es de teneur isotopique particulifere et 
constant e, soit en agissant sur les effets isotopiques 

25 associSs aux reactions de preparation, d 'extraction, de 
purification de 1 • intermediaire correspondant a Pi. En 
presence d* effets isotopiques cinStiques, une variation du 
rendement par exemple peut suffire a modifier le 
f ractionnement et done le profil isotopique de 

30 1 'intermediaire de synthese. En appliquant le procSdS 
d' analyse ci-dessus ^ la molecule complexe ainsi dlaboree, 
on obtiendra un ou des fragments Pi auquel un profil 
isotopique unique a et6 confere. La firme disposera done de 
parcunetres isotopiques d'un ou plusieurs fragments de son 

35 produit qui lui seront propres. Dans cette stratSgie, le 
produit ne souffre pas des reserves qui s'attachent a 
I'adjonction d' Elements exogenes ou a 1 » enrichissement par 
marquage isotopique. Lors du controle, le produit suspect 



7 

est Studio dans les conditions dficrites ci-dessus et 
1 • interpretation est faite de la meme f agon par comparaison 
des parametres des fragments du produit suspect et du 
produit de rSfSrence. Dans ce cas, le contrdle pent etre 
simplifiS puisqu»il suffit de caract6riser le ou les 
fragments typiques. Dans cette demarche, le fabricant 
dispose d'une^ mSthode pratiquement incontournable de 
caractSrisation de son produit et meme de caractSrisation 
de ses lots puisqu'il lui suffit de changer la source d*une 
matiere premiere ou les conditions de la synthese d'un 
fragment pour conferer a Pi un profil typique. 

En resume, dans le cadre du precede d' analyse dgcrit ci- 
dessus, il est possible, lors de la fabrication de la 
molecule complexe de reference devant 6tre soumise aux 
memes reactions de scission que la molecule complexe a 
analyser, de select ionner au moins une matiere premiere 
et/ou un produit intermSdiaire et/ou des conditions de 
synthase de mani^re d confSrer h au moins l»un des produits 
de scission de la molecule complexe de reference, appel6 
Pi, ci-dessus un caractere unique detectable lors de 
1* analyse sans enrichissement par marquage isotopique et/ou 
adjonction d" elements exogenes. 

II est a noter que les fragments ou sous-unit6s 
moleculaires sont obtenus par des voies de degradation 
chimique appropriees telles qu*elles sont dScrites dans 
I'exemple d ' application. Les fragments sont ensuite sSparSs 
et purifies par differentes techniques, comme par exemple 
la chromatographie ien phase liquide, en phase gazeuse ou 
sur gel de silice, la distillation, la recristallisation, 
etc. Les protocoles d" extraction et de purification sont 
prealablement soigneusement etalonnes pour eviter tout 
f ractionnement isotopique incontrole. 

Un exemple d' analyse du precede de fabrication d'une 
molecule complexe est decrit ci-dessous« 
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a) Description de la molecule a analyser : 

A tire d' illustration du proc6dS, considerons le cas du 

citrate de sildenafil [VIAGRA (marque deposee)] fabrique 

par Pfizer) appartenant a la cat^gorie des agents 

5 antianginaux du type pyrazolopyrimidinone. 

Le citrate de sildenafil poss&de la structure chimique 
suivante : 



C22 H30 Ne O4 citrateM = 474,6 



10 





15 



1- [ 4-ethoxy-3- ( 6 , 7-dihydro-l-m6thy l-7-oxo-3-propyl-l H- 
pyrazolo [ 4 , 3-d ] pyriinidin-5-yl ) 
ph6nylsulphony 1 ] -4-methy Ipiperazine citrate 



Cette molecule peut etre d^coupee en plusieurs fragments 
moleculaires portant un message isotopique caract6ristique, 
denommes « synthons isotopiques » 



D6riv6 saltcylique 



IH-pyrazole substitu6 



C2H5 o 



t 



o 



O o 

Acide chlorosulfoiifqiie 

HOOC 




CH3 
m6thylpip6razine 



C,H7ii 



-COOH 

-OH 

-COOH 



acfde citrique 
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Les reactions de retro filiation isotopique 
utilisables s ' etablissent ainsi : 



C2H6' 




(Po) 



Matieic 
premiere 



I 

CHa 



Matierc 
premiere 



CjHj-O o 



N5C N, 



H2N 



^ CaHrn 

I 



C2H6 



CjH— H! 





t 



,COCI(x) 



CgHrn 



C3H7n 



C2HS-O O ^'^'^ 




(P.1a) 



(P.2.) 



;N (P. 3al) 
bsHrn 



HjN 



C3H7n 



t 



Mati^res premieres 
niethodes dc synthase conventioniieJles 
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Occurrence et methodes de synthase envisageables pour les 
matieres premieres P.ib. P-2b. P-4ai. P-4a2 et P^b^ 

5 P^ib • N-methylpiperazine C5H12N2 M= 100,16 CAS 109-01-3 

P-2t) • acAde-chloro-- - — 

sulfonique SO3HCI M= 116,52 CAS 7790-94-5 

10 P-4ai P-4a2 • IH-pyrazole, l-m6thyl, 3-n propyl, 4-ainino, 
5-cyano ou acetamido 
C8H12N4 ou C8H14N4O 

La synthese du cycle IH-pyrazole substitu^ peul: se faire 
par 1 • intermediaire d*une reaction de cyclisation en 
15 hydrazone a partir d • acy lac State d»6thyle et addition 
nucleophile de 1 • ion CN*^* sur le carbonyle de 1' hydrazone 
cy clique. 

P-4b ' acide-2-6thoxy 
20 benzoxque C9H10O3 M= 166.18 CAS 134-11-2 

Les matieres premieres P-lb, P-2b et P-4b peuvent se 
trouver dans le commerce mais il est interessant de 
preparer P-4al et P-4a2 au moyen des syntheses 
25 conventionnelles des cycles IH- pyrazole. Ces syntheses 
font g6neralement appel Sl des hydrazines substituees du 
type R1-NH-NH2 et des composSs a-dicarboxyl6s R3-CO-CH2-CO- 
R4 . 

30 Les teneurs isotopiques des mati&res premieres utilisables 
sont bien document6es dans la litt6rature. 

Les rapports isotopiques R(i) sont exprimSs en deviations 
5(i) %o par rapport h une reference internationale R(ref) 
35 au moyen de la relation : 

5 (i) = ( (R(i)/R(ref ) )-l)*1000 %o 
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et '''^O : V.SMOW (Vienna-Standard Mean Ocean Water) 
■"■^C : V.PDB (Vienna-Pee Dee Belemnite) 
^^N : azote atmospherique 

^^S : CDT, echantillon de Troilite extrait du Canyon Diablo 
5 (USA) 

LS-S ^ cyc^les benz6nicQies djorigine fossile_ (petrole) sont 
caract#rises par des valeurs 5 H comprises entre -20 et - 
120 %o et les chalnes laterale saturees entre 0 et -70 %o 

10 Les mesures sont realisees par RMN (SNIF-NMR) pour les 
chalnes laterales et la teneur globale par SpectromStrie de 
Masse (SMRI)-Les teneurs globales en ""^^C mesur^es par SMRI 
sont g6neralement Sgales a -28 • 5 %o avec un 6cart type de 
1 ' ordre de 2 %o et les teneurs isotopiques en ^^C des 

15 chalnes laterales alkylSes ou fonctionnelles sont mesur^es 
par RMN. Selon le procSde de synthase et I'origine de la 

matiere premiere des chalnes laterales, les valeurs 5 ^^C 
peuvent varier entre —5 et -100 %o et offrent ainsi un 
potentiel de caracterisation important . 

20 

Les molecules azotSes d^origine synthetique ont des valeurs 
^"^C et '^■^N ,mesur6es par SMRI, relativement faibles et 
6gales respectivement i -30 %o (1-5) et -20 %o (10) mais, 
dans ce dernier cas, les reactions de cyclisation en 

25 pyrazoles et xanthines induisent des appauvrissements 
sensibles en isotopes lourds. A ce niveau, on peut 
consid6rer que les valeurs 5 ^^N du groupe CN ou du groupe 
CONH2 refletent celles des matieres premieres car 
1 » introduction dans le motif IH-pyrazole se fait sans 

30 f ractionnement isotopique signif icatif . La teneur en ^^N du 
groupe NH2 est d'autant plus faible par rapport h celle de 
la matiere premiere que le rendement de la reaction est 
faible. 

35 Les acides chlorosulf oniques commerciaux sont generalement 
issus de 1 ' acide sulfurique dont la teneur en ^^S peut 
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varier entre -25 et +25 %o selon I'origine de la matiere 
premieres (S natif, pyrites) et du procSdS de fabrication. 
Cependant, une fois synthetisS, le groupe -S02~ est un 
excellent traceur naturel et la teneur en ^^S est 
5 dStermin^e par SMRI. 

Enfin, il est intSressant de noter que la cartographie 
isotopique de I'acide citrique est tr&s bien dSfinie et que 
I'origine du citrate de sildenafil peut etre pr^cisSe par 

10 la consideration de la distribution isotopique dans le 
fragment citrate. Ainsi, la teneur en H mesurSe par RMN 
varie entre -40 a -80 %o pour des acides citriques 
biotechnologiques mais les valeurs 5 C sont ^gales 
respectivement ci -11 %o (1) ou -25 %o (i) selon que la 

15 mati^re premiere est constituee par un sucre C34 ou C3. Les 
acides citriques naturels extraits de fruits tels que les 

citrus / ananas ou fruits rouges ont des valeurs 5 H tres 

voisines de 0 %o (25). 

20 Les gammes de variations que nous venons de situer prouvent 
la faisabilitS de la demarche de protection d'un medicament 
ou produit actif • Une large possibility de choix de valeurs 
isotopiques d*un (ou plusieurs) fragment(s) est offerte a 
la firme productrice souhaitant rSaliser un « marquage 

25 naturel » de son produit. 

d)Caracterisation des differentes etapes reactionnelles par 
1 ■ etablisseroent d'un profil de f ractionnement isotopique : 

30 ■ Etape : niveau -4 > niveau -3 

2 13 

Aucune modification des teneurs H et C du cycle 
benzenigue n'est att endue et, de la meme fagon, la 

valeur 5 O du groupe ethoxy ne doit pas varier. La 
variation la plus significative se situe au niveau de la 
35 fonction NH2 de P(-4a) qui subit un f ractionnement 
isotopique proportionnel ^ I'effet cinStique a de 
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la reaction de formation de la liaison amide et le 
fractionnement correspondant est mesure par SMRI. 

II est a noter toutefois que la matifere premi&re P(-4b), 
acide 6thoxy-2 benzoxque, peut etre marquSe 
naturellement et spScifiquement sans ajout de molecules 
enrichies de la fagon suivante : 



Le groupe O-C2H5 est marqug naturellement en ^H^ ^^C ou 

18 

O h partir de molScules d»6thanol convenablement 
10 choisies. Un Sthanol de synthase prSsente des teneurs en 
H egales respectivement a —100 et —160 %o sur les deux 
sites CH3 et CH2 avec des teneurs ^^C de I'ordre de -28 a 
—31 %o et des teneurs 180 §gales h -5-10 %o. Par 
ailleurs, un ^thanol naturel pourra presenter des 

2 13 18 

15 teneurs en H, ou O respectivement Sgales a -200 

et -400 %o (^H), -11 %o (^^C) et +7/+10 (^®0). Ces deux 
types de groupe Sthoxy disponibles commercialement sans 
ajouts enrichis sont facilement introduits dans la 
molecule d' acide o-hydroxybenzoique au moyen de 

20 reactions convent ionnel les pour former la matiere 

premiere P(-4b). Les caracteristiques isotopiques de 
cette matiere premiere, qui devient un fragment typique 
tel que decrit ci-dessus, se retrouvent dans la molecule 
finale de citrate de sildenafil. 

25 

■ Etape : niveau -3 > niveau -2 

Au cours de cette etape, on peut observer par SMRI des 
variations caracteristiques des teneurs 

5 "^^N des atomes d' azote du cycle pyrimidinone . 

2 1 Q 

30 Les valeurs 8 H et 6 O des sites NH et C=0 ne sont pas 
exploitables car elles dependent des echanges chimiques 
avec le milieu. 



■ Etape : niveau -2 > niveau -1 

35 Au cours de cette etape rSactionnelle, le cycle 
benzSnique est sulfonS au moyen d'une reaction du type 
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substitution 61ectrophile a basse temperature .La teneur 
en ^^S mesuree par SMRI peut etre trfes ISgerement 
modifiSe, mais cette modification est d'autant plus 
faible que le rendement de la sulfonation est elev6« 
Aucune modification n'est attendue pour les autres 
isotopomeres de P(-la). 



Etape : niveau -1 > niveau 0 

La fixation du cycle piperazihe de (P-lb) sur le groupe 
sulfonyle de P(-la) peut provoquer un faible 
appauvrissement en ^^N du fragment piperazine fixe au 
citrate de sildanefil .Get appauvrissement, qui est 
mesurS par SMRI, peut ©tre eventuellement caract6ris6 
sur le produit de coupure du. citrate de sildanefil. Les 
autres teneurs isotopiques ne sont pas altSrSes au cours 
de cette Stape. 
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RE VEND I CAT I ONS 

1. Proc6d6 d' analyse d»un 6chantillon d«une molecule 
complexe par rapport Sl un lot de la meme molecule complexe 
5 de r^fSrence en vue notaimnent de la determination de leur 
degrS de similitude et/ou de la caract6risation de leur 
procSde de f abrication/ 

caractSrise en ce qu'on scinde la molecule complexe en au 
moins deux sous-entit6s molgculaires, en ce que, si 

10 necessaire, on scinde au moins I'un des produits de 
scission en au moins deux nouvelles sous-entites 
moleculaires et en ce qu'on rSpete cette operation de 
scission sur au moins une partie des produits de scission 
jusqu'S obtention de sous-entit^s moleculaires analysables, 

15 en ce qu'on determine, en fonction des sites atomiques des 
produits de scission concernes par les reactions de 
scission, le ou les isotopes a etudier, en ce qu*on 
etablit, pour au moins une partie des produits de scission, 
leur profil isotopique et en ce qu'on compare le profil 

20 isotopique des produits de scission au profil isotopique de 
mati6re(s) premifere(s) deja repertoriee(s) et intervenant 
dans le proc^de de synthase de la molecule complexe de 
reference et/ou au profil isotopique de produits de 
scission de la molecule complexe de reference soiunise aux 

25 mSmes reactions de scission. 




2. Precede selon la revendication 1, 

caracterise en ce que, ^ partir du ou des isotopes 
seiectionnes, on etablit le profil isotopique d^au moins 
30 une partie des produits de scission par spectrom6trie de 
masse des rapports isotopiques pour la mesure de la teneur 
isotopique globale et/ou par resonance magnetique nucieaire 
RMN pour la mesure de la teneur isotopique specifique 
positionnelle . 

35 

3 . Precede selon 1 • une des revendications 1 et 2 , 
caracterise en ce que, lors de la fabrication de la 
molecule complexe de reference devant etre soimise aux 
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memes reactiions de scission que la molecule complexe a 
analyser, on sSlectionne au moins une mat:i&re premiere 
et/ou un produit interm6diaire et/ou des conditions de 
synthese de mani&re h conf^rer a au moins l*un des produitrs 
de scission de la molecule complexe de reference un 
caractere unique detectable lors de 1 • analyse sans 
enrichissement par marquage isotopique et/ou adjonction 
d* elements exog&nes. 



